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ABSTRAK 
 
Media kulit singkong dapat menjadi media pertumbuhan yeast Sacharomycess cerreviceae. Akan tetapi 
dalam penelitian sebelumnya dihasilkan angka pertumbuhan coloni yang belum maksimal. Oleh karena 
itu diperlukan adanya optimasi dalam pembuatan media kulit singkong tersebut dengan penambahan 
nutrien untuk mecukupi kebutuhan nutrisi dari mikrobia yang ditumbuhkan. Untuk membuktikan 
kecukupan nutrisi pada media tersebut diperlukan pengujian karakter dari Sacharomyces cerreviceae. 
Penambahan nutrisi dalam CSA mempengaruhi pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae, penambahan 
nutrisi N1 (Urea 0,5 g dan  KHPO4 0,5 g) memberikan hasil terbaik pada pengamatan pertumbuhan 
jumlah koloni (TPC), Produktivitas CO2, Produktivitas Ethanol, pH. Pada media CSA dengan 
penambahan Urea 1 g dan KHPO4 1 g dapat menjaga viabilitas Sacharomyces cerreviceae sampai minggu ke 
4 dengan metode penyimpanan Subculture. Penyimpanan Sacharomyces cerreviceae pada media CSA N1 
(Urea 0,5 g dan  KHPO4 0,5 g) memberikan hasil terbaik pada saat diaplikasikan dalam pembuatan roti 
manis.  
 
Kata kunci : media; Sacharomyces cerreviceae; nutrisi; karakter; sub culture 
 
ABSTRACT 
 
Cassava pulp media can be a growth medium for Sacharomycess cerreviceae yeast. However, in the previous research, the 
maximum colony growth rate was produced. Therefore it is need to optimize the manufacture of cassava pulp media by 
adding nutrients to meet the nutritional needs of the microbes grown. To prove the adequacy of nutrition in the media, 
character testing of Sacharomyces cerreviceae is needed. Addition of nutrients in CSA affected the growth of Sacharomyces 
cerreviceae, addition of N1 nutrients (Urea 0.5 g and KHPO4 0.5 g) gave the best results on observing the number of 
growing colonies (TPC), CO2 Productivity, Ethanol Productivity, pH. In CSA media with the addition of Urea 1 g 
and KHPO4 1 g can maintain the viability of Sacharomyces cerreviceae until week 4 with the Subculture storage method. 
Storage of Sacharomyces cerreviceae on CSA N1 media (Urea 0.5 g and KHPO4 0.5 g) gave the best results when 
applied in making sweet bread. 
 
Keywords : medium; sacharomyces cerreviceae; nutrition; character; sub culture 
 
1. PENDAHULUAN  
 Media adalah suatu bahan dengan 
tambahan nutrisi yang digunakan untuk 
pertumbuhan mikroorganisme. Beberapa 
limbah produksi makanan diketahui masih 
banyak mengandung nutrisi yang dapat 
dimanfaatkan untuk media pertumbuhan 
mikrobia. Salah satunya adalah kulit singkong.  
 
Kadar karbohidrat yang ada di kulit singkong 
38,70% [1]. Kulit singkong tersebut dapat 
dimanfaatkan untuk media pertumbuhan 
mikroorganisme karena mengandung 
komponen protein sebesar 0,70% dan air 
sebesar 59,40%. Subagio (2013) menjelaskan 
bahwa singkong di Indonesia banyak 
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dihasilkan dari daerah Lampung dengan 
jumlah 8-9 juta ton, Jawa Timur 
menghasilkan 5 juta ton, Jawa Tengah 
menghasilkan 4 juta ton, Jawa Barat 
menghasilkan 3 juta ton, kemudian Sumatera 
Utara sejumlah 2 juta ton, serta Nusa 
Tenggara Timur dengan jumlah 1,5 juta ton 
[2]. Kulit singkong menyusun 25% bagian 
dari singkong, sehingga pemanfaatan 
singkong untuk proses pengolahan pangan 
pasti akan menyisakan kulit singkong sebagai 
limbah. Hasil penelitian Farmawan (2015) 
membuktikan bahwa media kulit singkong 
dapat ditumbuhi mikrobia jenis khamir dan 
bakteri [3]. Hasil penelitian Diana dan 
Wachid (2017) menunjukkan kulit singkong 
dengan gula sukrosa dapat digunakan untuk 
media pertumbuhan Sacharomycess cerreviceae, 
akan tetapi masih dibutuhkan optimasi agar 
yeast dapat tumbuh dengan bagus [4]. Media 
selain digunakan untuk pertumbuhan 
mikrobia, sering juga digunakan untuk 
menyimpan mikrobia. Salah satu metode 
penyimpanan mikrobia adalah metode sub 
culture agar miring. Metode sub culture ini 
memang bukan untuk penyimpanan jangka 
panjang, meskipun begitu metode ini harus 
dapat memberikan perlindungan terhadap 
mikrobia terutama kecukupan nutrisi selama 
penyimpanan. Oleh karena itu dalam 
penelitian ini akan dilakukan optimasi 
penambahan nutrisi pada media Cassava 
Sukrosa Agar (CSA) dan dilakukan pengujian 
terhadap aktivitas yeast. Tujuan penelitian ini 
untuk mengetahui pengaruh optimasi 
penambahan nutrisi dalam CSA untuk 
pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae. 
 
2. METODE PENELITIAN  
2.1 ALAT 
Alat-alat yang dibutuhkan meliputi, 
beakerglass, corong, timbangan analitik merk 
mettler Toledo, erlenmeyer, gelas ukur, tabung 
reaksi, pipet ukur, cawan petri, pompa hisap, 
botol kaca, labu ukur, autoclave  merk All 
American Pressure sterilizer model, kompor, 
alumunium foil, inkubator merk MMM 
Medcenter, kain saring (kain kasa), laminer, 
spektrofotometer merk Genesys 20, dan 
beberapa alat bantu lainnya yang diperoleh 
dari laboratorium ITP Universitas 
Muhammadiyah Malang. 
2.2 Bahan 
 Pada penelitian ini menggunakan 
bahan baku kulit singkong yang diperoleh 
dari pabrik keripik singkong Lumba-Lumba 
di Jl. Pasar Industri, Talok, Turen, Kabupaten 
Malang (jenis singkong ketan atau manggu), 
pupuk Urea dari lab Agroteknologi UMM, 
gula sukrosa komersial, Ragi komersial saft 
instan dan, Nutrient Agar, (NH4)SO4, 
KH2PO4, MGSO4. Adapun dalam proses 
analisa menggunakan bahan kimia antara lain: 
aquades, alkohol 80%, pereaksi anthrone, 
CaCO3, serta bahan–bahan pendukung 
lainnya yang didapatkan dari Laboratorium 
ITP, Universitas Muhammadiyah Malang.  
2.3 Metode Penelitian. 
Pelaksanaan penelitian  dilakukan dalam 
2 tahap. Tahap Pertama adalah optimasi dari 
media kulit singkong (CSA) dengan 3 faktor 
penambahan nutrisi: 
N1 : Urea 0,5%, KHPO4 0,05% 
N2 : Urea 1 %, KHPO4 1 % 
N3 : (NH4)SO4 1%, KH2PO4 1%, 
MGSO4 0,5% 
Dari penelitian tahap pertama ini akan 
ditumbuhkan ragi komersial Sacharomyces 
cerreviceae dan diamati Aktivitas yeast: jumlah 
pertumbuhan koloni mikrobia (TPC), 
Produktivitas CO2, Produktivitas Ethanol, 
dan pH.  
 
3. HASIL DAN PEMBAHASAN 
3.1 Hasil Analisa Bahan Baku Kulit Singkong  
Reka Buana : Jurnal Ilmiah Teknik Sipil dan Teknik Kimia, 4 (2), 2019, page 92-101 
 
94 
 
Analisa bahan baku dilakukan untuk 
mengetahui kandungan kimiawi dari bahan 
baku sebelum dilakukan proses pengolahan. 
Analisa bahan baku pada kulit singkong 
meliputi analisa kadar air, kadar abu, kadar 
protein, data pengamatan kadar lemak 
disajikan di tabel 1 berikut : 
Tabel 1. Komposisi Kimia Kulit Singkong  
Komposisi 
Kimia 
Jumlah 
Hasil Analisis Literatur* 
Air (%) 23,44 7,9 – 10,32  
Abu (%) 4,88 0,2 – 2,3  
Protein (%) 1,12 1,5 – 3,7  
Lemak (%) 0,9 0,8 – 2,1  
Sumber* : Richana N, dkk. (2013) 
 
Berdasarkan data pada tabel 1. 
menunjukkan perbedaan dengan hasil studi 
literatur, kecuali kadar lemak. Kadar air hasil 
analisis yaitu sebesar 23,44%, nilai tersebut 
lebih besar dibandingkan literatur yaitu 
sebesar 7,9 – 10,32 %. Perendaman kulit 
singkong selama 24 jam sebelum digunakan 
untuk proses pengolahan media CSA juga 
dapat mempengaruhi hasil analisis yang 
didapatkan. Diduga saat dilakukannya proses 
perendaman kulit singkong, air rendaman 
berdifusi ke dalam bahan menyebabkan 
peningkatan kadar air sehingga terjadi 
perbedaan kadar air hasil analisis dan 
literatur. Sumber bahan baku dapat 
menyebabkan perbedaan budidaya dan 
perlakuan pasca panen terutama 
penyimpanan bahan baku, dimana tanah dan 
cuaca dapat menyebabkan perbedaan 
kandungan kimia tidak terkecuali kandungan 
air di dalam bahan [5]. Perbedaan kandungan 
air pada bahan disebabkan proses analisa, 
metode yang digunakan, perbedaan sampel 
dan suhu, proses penyimpanan, dan kondisi 
suhu di ruang penyimpanan bahan [6]. 
Kadar abu pada hasil analisis yaitu 
sebesar 4,88% yang menunjukkan nilai lebih 
tinggi dibandingkan literatur yaitu sebesar 
0,2-2,3%. Tingginya kadar abu dari hasil 
analisis karena varietas maupun jenis 
singkong yang digunakan berbeda. 
Kandungan abu di bahan pangan ditentukan 
dari banyaknya mineral anorganik di bahan 
tersebut. Selain itu jenis organisme, dan 
lingkungan hidup yang berbeda juga 
menyebabkan perbedaan dari kadar abunya. 
Masing-masing organisme akan menunjukkan 
perbedaan dalam mengatur dan menyerap 
logam, hal ini disebabkan karena terdapatnya 
mineral yang terdapat pada air tersebut [7]. 
Kadar protein pada analisis 
menunjukan nilai yang lebih kecil dari hasil 
literatur yaitu sebesar 1,127% sedangkan pada 
literatur yaitu 1,5-3,7%. Hal ini dapat 
dipengaruhi oleh sumber bahan baku, jenis 
atau varietas, umur bahan baku sebelum 
dilakukan analisis.  
 
3.2 Analisa Media Cassava Sukrose Agar 
3.2.1  Pengamatan Mikroskopis Bentuk 
Saccaromyces cerefisiae 
Berikut ini adalah hasil foto mikroskop dari 
media CSA dan PDA yang ditumbuhi oleh 
Saccaromyces cereviceae yang dapat diamati pada 
gambar 1. 
  
(a) (b) 
  
(c) (d) 
Gambar 1. Morfologi Saccaromyces cereviceae yang tumbuh 
pada media CSA dan PDA pada perbesaran 100 x 
Keterangan : (a) Media CSA perlakuan N1, (b) Media 
CSA perlakuan N2, (c) Media CSA perlakuan N3, (d) 
Media PDA 
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Berdasarkan gambar di atas diketahui bahwa 
media CSA dan PDA yang ditumbuhi 
Sacharomyces cerreviceae memiliki bentuk oval 
atau coccus dan terdapat askospora. Selain itu 
juga dapat dilihat bahwa tidak terdapat 
mikroorganisme lain yang tumbuh dilihat 
dengan bentuk koloni yang tumbuh dengan 
warna yang seragam. Hal ini juga sesuai 
dengan pendapat Waluyo (2007) Sacharomyces 
cerreviceae tergolong eukariot yang secara 
morfologi hanya membentuk askospora 
berbentuk bulat lonjong, silindris, oval atau 
bulat telur dipengaruhi oleh strainnya [8].  
Sacharomyces cerreviceae merupakan jenis 
mikroorganisme dalam pangan yang bergenus 
khamir. Satu sel khamir akan menghasilkan 
kuncup yang berukuran awal lebih kecil dan 
masih menempel pada permukaan sel 
tetuanya. Setelah tumbuh membesar, sel baru 
yang berasal dari kuncup akan menghasilkan 
kuncup baru, sehingga membentuk suatu 
rangkaian seperti rantai kuncup yang 
menempel pada permukaan sel khamir 
tetuanya [9]. Sel berbentuk silindris, dengan 
ukuran sel 5 -20 mikron, dan biasanya 5 – 10 
kali lebih besar dari ukuran bakteri. Khamir 
ini bersifat non-patogenik dan non-toksik 
sehingga banyak digunakan dalam berbagai 
proses fermentasi seperti pembuatan roti dan 
alkohol [10]. 
Pengecatan bertujuan untuk 
membedakan bakteri gram positif dan 
negatif. Perbedaan antara gram positif dan 
grram negatif adalah bakteri gram positif 
akan mengikat cat utama dengan kuat, 
sehingga mikroba akan berwarna ungu.  
Pengamatan ini menggunakan bantuan 
pewarna methylene blue. Pemberian pewarna 
methylene blue dilakukan untuk menunjukkan 
perbedaan antara sel khamir yang hidup dan 
yang mati. Methylene blue akan masuk untuk 
mewarnai dinding sel khamir. Menurut 
Fugelsang, dkk. (2007) senyawa methylene blue 
akan mengalami reaksi reduksi oksidasi dan 
kemudian akan menghasilkan warna ketika 
rekasi tersebuat terjadi. Warna memudar 
dikarenakan reaksi reduksi dan warna biru 
muncul karena ada reaksi oksidasi. Sel khamir 
yang menunjukkan warna biru memudar 
dikarenakan kemampuan khamir dalam 
mereduksi methylene blue, sedangkan sel 
khamir mati berwarna biru sampai hitam 
karena methylene blue teroksidasi [11].  
 
3.2.2 Jumlah Koloni Saccaromyses 
cerevisiae 
Berdasarkan hasil dari analisa ragam 
menunjukan penambahan bahan kimia antara 
lain Urea, KHPO4 dan MgSO4 sebagai 
sumber nutrisi untuk pertumbuhan 
Sacharomyces cerreviceae berpengaruh nyata 
terhadap jumlah koloni Sacharomyces cerreviceae 
yang tumbuh. 
Hasil penelitian jumlah koloni pada 
media pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae, 
analisis BNT (ɑ 5%) menunjukkan jumlah 
koloni tertinggi pada perlakuan N1 (Urea 0,5 
g dan KHPO4 0,5 g) yaitu 1,47x     
CFU/ml dan jumlah koloni terendah yang 
didapat pada perlakuan N3 (Urea 1 g, 
KHPO4 1 g dan MgSO4 0,5 g) yaitu 1,31 x 
    CFU/ml.  
Data yang ditampilkan pada Tabel 2. 
menunjukkan jumlah koloni semakin 
menurun dengan meningkatnya konsentrasi 
bahan kimia yang digunakan, sedangkan 
jumlah koloni naik seiring berkurangnya 
konsentrasi bahan kimia yang digunakan.  
Tabel 2. Hasil Analisis Jumlah Koloni 
Saccaromyces cerevisiae Pada Media CSA dan 
PDA. 
Perlakuan 
Jumlah Koloni 
(CFU/ml) 
N0 (Media PDA) 1,50 x     b 
N1 (Urea 0,5g dan 
KHPO4 0,5 g) 1,47 x     b 
N2 (Urea 1 g dan  
KHPO4 1 g) 1,32 x     a 
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N3 (Urea 1 g, KHPO4 1 
g dan MgSO4 0,5 g) 1,31 x     a 
Keterangan : Nilai rata-rata tidak berpengaruh nyata 
pada uji BNT ɑ = 5%. 
 
Hasil penelitian jumlah koloni 
Saccaromyces cerevisiae pada media CSA tertinggi 
yaitu perlakuan N1 (Urea 0,5 g dan KHPO4 
0,5 g) sebesar  1,47x     CFU/ml. Jumah 
koloni perlakuan N1 hampir mendekati 
jumlah koloni pada perlakuan N0 (Media 
PDA) sebesar 1,50x     CFU/ml. Hal ini 
menunjukan bahwa media CSA perlakuan N1 
sama baiknya dengan perlakuan N0 (Media 
PDA) untuk menumbuhkan Sacharomyces 
cerreviceae yang dilihat dari jumlah koloni yang 
tumbuh. Sacharomyces cerreviceae mampu 
tumbuh optimal di masa inkubasi selama tiga 
/empat hari. Pertumbuhannya dapat 
didukung karena penyerapan nutrien 
tambahan pada proses penanaman. Nutrien 
tambahan yang diberikan dapat memenuhi 
kebutuhan nutrien Sacharomyces cerreviceae 
selain asupan nutrien dari medium 
pertumbuhannya sendiri [12].  Kandungan 
nutrsi pada kulit singkong seperti kadar air 
23,44%, abu 4,88% protein 1,127% dan 
lemak 0,9% masih kurang untuk 
pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae, sehingga 
adanya penambahan nutrisi perlu dilakukan 
pada penelitian ini. Sacharomyces cerreviceae 
membutuhkan ketersediaan nutrisi sebagai 
sumber energi serta pertumbuhan selnya. Ada 
atau tidaknya suplai nutrisi bisa berpengaruh 
pada pertumbuhan mikroba dan dapat 
menyebabkan kematian. 
Nutrient berfungsi utama dalam 
penyediaan sumber energi, senyawa penyusun 
sel, dan aseptor elektron selama reaksi 
bioenergetik (reaksi biokimia untuk 
oproduksi energi) [8]. Media pertumbuhan 
Sacharomyces cerreviceae harus mengandung 
makronutrien berupa sumber karbon (C), 
nitrogen (N), fosfat (P), kalium (K), 
magnesium (Mg) serta mikronutrien berupa 
besi (Fe), Seng (Zn) dan Mangan (Mn). 
Unsur makronutrien dan mikronutrien 
tersebut mempengaruhi kebutuhan nutrien 
untuk menunjang penggandaan sel dan 
pertumbuhannya [13]. 
Nitrogen berfungsi sebagai penyedia 
asam nukleat dan asam amino tunggal serta 
vitamin yang dibutuhkan yeast untuk hidup. 
Sumber nitrogen yang dipakai selama 
penelitian ini adalah Urea. Menurut 
Palimbani (2007), urea merupakan salah satu 
sumber nutrisi yang mempunyai kadar 
nitrogen yang besar yaitu sekitar  46% [14]. 
Jumlah nitrogen yang cukup tinggi yang 
terdapat di dalam urea dapat dijadikan sebagai 
nutrisi untuk pertumbuhan  Sacharomyces 
cerreviceae. Fosfat dibutuhkan dalam proses 
pertumbuhan sel untuk mensintesa senyawa 
nukleotida dan senyawa fosfor, sedangkan Fe 
dan Zn berfungsi sebagai kofaktor pada 
beberapa enzim. Sacharomyces cerreviceae dapat 
mengubah gula monosakarida dan disakarida 
sebagai sumber karbon dengan cepat. 
Sedangkan polisakarida tidak mudah karena 
hidrolisis ekstraseluler akan membatasi 
kecepatan pembentukan produk sebagai 
sumber energy [15]. 
  
3.2.3 Pengamatan pH pada Media 
Pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae 
Berdasarkan hasil dari analisa ragam 
diketahui bahwa media CSA dengan 
penambahan bahan kimia antara lain urea, 
KHPO4 dan MgSO4 dibandingkan dengan 
media dari PDA tidak berpengaruh nyata 
terdahap nilai pH, hal ini terlihat pada Tabel 
3 berikut. 
Tabel 3. Hasil Analisis pH Pada Media CSA dan 
PDA untuk membiakan Saccaromyces cerevisiae 
Perlakuan pH 
N0 (Media PDA) 5,91 
N1 (Urea 0,5g dan KHPO4 0,5 g) 6,02 
N2 (Urea 1 g dan  KHPO4 1 g) 6,03 
N3 (Urea 1 g, KHPO4 1 g dan MgSO4 0,5 g) 6,06 
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Keterangan : Nilai rerata tidak berpengaruh nyata pada uji 
BNT ɑ =  5% 
 
Berdasarkan tabel di atas diketahui 
bahwa nilai pH pada media CSA perlakuan 
N1 (Urea 0,5 g dan KHPO4 0,5 g) memiliki 
nilai pH sebesar 6,02, pada perlakuan N2 
(Urea 1 g dan  KHPO4 1 g) memiliki pH 
sebesar 6,03 dan pada perlakuan N3 (Urea 1 
g, KHPO4 1 g dan MgSO4 0,5 g) memiliki 
nilai pH sebesar 6,06. Nilai pH pada 
perlakuan N1 hampir mendekati nilai pH 
pada media N0 (Media PDA) yaitu sebesar 
5,91. Hal ini menunjukan bahwa media CSA 
perlakuan N1 sama baiknya dengan N0 untuk 
menumbuhkan Sacharomyces cerreviceae yang 
dilihat dari nilai pH. Hasil ini sama dengan 
penelitian yang dilakukan oleh Sugoro (2006) 
dengan perlakuan (ekstrak singkong + asam 
laktat + urea 0,125-0,5%) memiliki pH pada 
kisaran 5,02 – 8,3 [16]. 
Keasaman atau pH medium adalah 
salah satu faktor penting yang mempengaruhi 
pertumbuhan mikroorganisme dan 
pembentukan produk dalam proses 
fermentasi karena setiap mikroorganisme 
mempunyai kisaran pH optimal untuk 
tumbuh. Nilai pH yang diperoleh pada 
umumnya masih berada pada kisaran pH 
untuk pertumbuhan khamir. Kisaran pH 
untuk pertumbuhan khamir minimum 1,5–
3,5, optimum 4,0–6,8 dan maksimum 8,0 – 
8,5. Hal ini juga sesuai dengan penelitian 
(Anwar, 2012) nilai pH medium untuk 
pertumbuhan  Saccaromyses cerevisiae yaitu 2,5-
8,5 [17]. Pada medium pertumbuhan 
kenaikan pH terjadi karena urea terhidrolisis 
oleh enzim urease menjadi amonia dan 
karbondioksida, dimana ammonia yang 
terbentuk selama proses pertumbuhan sel 
dapat menyebabkan meningkatnya pH [18]. 
Nilai pH untuk pertumbuhan mikroba 
mempunyai hubungan dengan suhu 
pertumbuhannya. kenaikan suhu 
pertumbuhan akan meningkatkan pH 
optimum pertumbuhan. Selama fermentasi, 
pengkontrolan pH penting karena pH 
optimum harus tetap bertahan selama 
fermentasi. Perubahan pH terjadi pada saat 
fermentasi karena ion H dilepaskan selama 
mengkonsumsi NH4 dan ion H dikonsumsi 
dalam memetabolisme NO3- serta saat 
menggunakan asam amino sebagai sumber 
karbon. Untuk menjaga agar pH dalam 
medium tetap terjaga, maka perlu adanya 
penambahan senyawa buffer misalnya KHPO4 
dan K2HPO4. Dalam campuran garam 
tersebut garam mineral dibasis akan 
menyerap ion-ion H, sedang garam-garam 
monobasis akan menyerap ion OH [19].  
 
3.2.4 Kadar Etanol 
Berdasarkan hasil analisis ragam 
diketahui bahwa  perlakuan penambahan 
bahan kimia antara lain Urea, KHPO4 dan 
MgSO4 sebagai sumber nutrisi untuk 
pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae 
berpengaruh sangat nyata pada kadar etanol 
yang dapat diamati pada Tabel 4. 
Tabel 4. Hasil Analisis Kadar Etanol Hasil Biakan 
Sacharomyces cerreviceae pada Media CSA dan 
PDA 
Perlakuan Kadar 
Etanol  (%) 
N0 (Media PDA) 0,23 a 
N1 (Urea 0,5g dan KHPO4 0,5 g) 1,26 d 
N2 (Urea 1 g dan  KHPO4 1 g) 0,81 c 
N3 (Urea 1 g, KHPO4 1 g dan 
MgSO4 0,5 g) 0,55 b 
Keterangan : Nilai rata-rata yang diikuti oleh huruf 
yang sama tidak berbeda nyatamenurut uji BNT ɑ = 
5%. 
Hasil penelitian etanol pada media 
pertumbuhan Sacharomyces cerreviceae analisis 
BNT (ɑ 5%) menunjukkan bahwa kadar 
etanol tertinggi pada perlakuan N1 (Urea 0,5 
g dan KHPO4 0,5 g) yaitu 1,26%. Hasil 
analisis kadar etanol terendah didapat pada 
perlakuan N3 (Urea 1 g, KHPO4 1 g dan 
MgSO4 0,5 g) yaitu 0,55% dan pada 
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perlakuan N0 (Media PDA) sebesar 0,23%. 
Sehinggga dapat disimpulkan bahwa 
Sacharomyces cerreviceae dari perlakuan N1 lebih 
baik menghasikan etanol dibandingkan 
dengan perlakuan N0 (Media PDA). Data 
pada Tabel 6. menunjukkan bahwa 
peningkatan konsentrasi bahan kimia yang 
digunakan, akan menurunkan kadar ethanol. 
Sedangkan nilai kadar etanol naik seiring 
berkurangnya konsentrasi bahan kimia yang 
digunakan.  
Hal ini terjadi karena penambahan 
jumlah urea ke dalam media tidak 
mempengaruhi aktifitas enzim alfa amilase 
dalam menghidrolisi pati, karena enzim yang 
terdapat pada suspensi pati telah mengalami 
kejenuhan. Whitaker (1996) berpendapat 
bahwa dengan penambahan atau penyediaan 
substrat yang lebih maka penambahan 
konsentrasi urea akan meningkatkan 
kecepatan reaksi [20]. Namun reaksi kimia 
akan semakin menurun kecepatannya dengan 
penambahan urea yang lebih banyak [21]. 
Peningkatan kadar glukosa akan mencapai 
suatu titik jenuh, pada saat di titik jenuh 
tersebut walaupun konsentrasi enzim dan 
waktu likuifikasi diperpanjang tetap tidak 
akan bertambah. Hal tersebut karena sisi aktif 
enzim sudah jenuh oleh substrat, jadi substrat 
tidak dapat melekat pada sisi aktif. Menurut 
Lehninger (1997), hal itu merupakan 
kecepatan maksimum dimana enzim  telah 
jenuh dengan substratnya. Saat itulah tejadi 
kecepatan maksimum reaksi enzim dalam 
kompleks enzim dan substrat [22]. 
Apabila dilihat dari pH aktifitas 
Sacharomyces cerreviceae pada media CSA untuk 
merombak gula menjadi etanol, maka 
perlakuan terbaik yaitu perlakuan N1 dengan 
pH 6,02. Menurut Anwar (2012)  pH 3,5 
pertumbuhan dan aktivitas khamir belum 
maksimal. Hal ini diindikasikan sama pada 
pH 4 bahwa aktivitas khamir juga belum 
maksimal memperoleh energi melalui 
pemecahan substrat atau katabolisme guna 
keperluan metabolisme dan pertumbuhan 
hingga pH optimal 4,5 dan diperkuat dari 
pendapat Santoso, dkk. (1994), bahwa 
rentang pH 4-6 sesuai dengan pH 
pertumbuhan yeast dan efektif 
memetabolisme gula untuk menjadi etanol. 
Sedangkan pH kurang dari 4, maka proses 
fermentasi kurang efektif karena 
pertumbuhan ragi terhambat. Khamir dalam 
kondisi pH yang optimal mampu mencerna 
sejumlah nutrien yang beratnya sama dengan 
beratnya sendiri dalam setiap beberapa detik 
untuk memenuhi jumlah energi yang 
dibutuhkan [23].  
Pada proses fermentasi tersebut dengan 
adanya enzim invertase dan enzim zymase, 
Sacharomyces cerreviceae mampu memetabolisme 
monosakarida dan disakarida untuk menjadi 
etanol [24]. Menurut Khodijah & Abtokhi 
(2015) produksi  etanol dari bahan baku gula 
oleh Sacharomyces cerreviceae adalah proses 
fermentasi yang sederhana yang hanya 
melibatkan satu fase pertumbuhan dan 
produksi [25]. Pada tahap pertumbuhan dan 
produksi tersebut, glukosa diubah menjadi 
etanol, biomasa, dan CO2. Pada awal 
fermentasi, yeast membutuhkan oksigen 
untuk pertumbuhannya. Setelah terdapat 
akumulasi CO2 kemudian reaksi menjadi 
anaerob, alkohol yang terbentuk akan 
menjadi inhibitor dalam proses fermentasi. 
Penghambatan ini terjadi pada saat alkohol 
mencapai konsentrasi sebesar 13-15%.   
Agbogbo, dkk. (2007) berpendapat 
bahwa jumlah inoculum yang lebih sedikit 
akan memperlambat laju fermentasi, akan 
tetapi setelah sel sudah cukup banyak setelah 
memperbanyak dirinya maka produksi etanol 
akan menjadi tinggi, hal itu terjadi karena 
yeast akan menggunakan gula untuk menjadi 
substrat pertumbuhan sel dan produksi 
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ethanolnya [26]. Dengan konsentrasi yeast 
yang minim ini, maka selama fermentasi tidak 
terjadi akumulasi etanol yang bisa menjadi 
inhibitor dan sel tetap bisa menghasilkan 
etanol sampai akhir fermentasi. Khodijah & 
Abtokhi (2015) menyatakan bahwa 
konsentrasi yeast yang terlalu tinggi dalam 
fermentasi produksi etanol akan 
menyebabkan proses fermentasi lebih cepat. 
Kondisi metabolisme dan pertumbuhan pada 
jumlah populasi sel yang tinggi akan 
mengganggu keterbatasan ruang, akses 
nutrisi, dan interaksi antar sel [25]. 
 
3.2.5 Pengujian Gas CO2 
Pengujian gas CO2 hasil biakan dari 
Media CSA maupun PDA dapat dilihat pada 
Tabel 5.  
Tabel 5. Hasil Analisis gas CO2 Hasil Biakan 
Sacharomyces cerreviceae pada Media CSA dan 
PDA  
Perlakuan Gas CO2 
Positif Negatif 
N0 (Media PDA) √  
N1 (Urea 0,5 g dan KHPO4 0,5 g) √  
N2 (Urea 1 g dan  KHPO4 1 g) √  
N3 (Urea 1 g, KHPO4 1 g dan 
MgSO4 0,5 g) 
√  
 
Berdasarkan Tabel 5, setelah dilakukan uji 
fermentasi tabung Durham terhadap 
Sacharomyces cerreviceae dari perlakuan CSA 
maupun PDA dapat menghasilkan gas CO2 
yang berarti positif pada semua perlakuan 
media CSA maupun media PDA, dengan 
terbentuknya gas pada tabung sehingga 
tabung durham naik kepermukaan. Hal ini 
sesuai dengan pendapat Anwar (2012) bahwa 
uji potensi kemampuan khamir dalam 
menghasilkan CO2 dilakukan dengan 
menggunakan uji fermentasi metode tabung 
Durham, CO2 yang dihasilkan terlihat dari 
naiknya tabung Durham ke permukaan 
karena terisi oleh CO2. Munculnya gas dalam 
tabung durham terjadi karena adanya proses 
fermentasi gula menjadi ethanol dan CO2.  
Menurut Dwidjoseputro (2003), gas yang 
dihasilkan merupakan gas CO2 yang 
dihasilkan karena aktifitas mikroorganisme. 
Gas ini timbul sebagai hasil metabolisme 
aerob maupun anaerob. Jika gas CO2 yang 
timbul sedikit maka gas akan larut di dalam 
cairan medium atau meninggalkan medium 
dengan jalan difusi. Jika gas CO2 yang 
dihasilkan banyak dan cepat, maka akan 
ditunjukkan oleh buih yang timbul pada 
medium [27].   
  
4. KESIMPULAN  
Penambahan nutrisi dalam CSA 
mempengaruhi pertumbuhan Sacharomyces 
cerreviceae, penambahan nutrisi N1 (Urea 0,5 g 
dan  KHPO4 0,5 g) memberikan hasil terbaik 
pada pengamatan jumlah koloni yang tumbuh 
(TPC), produktivitas CO2, produktivitas 
ethanol, dan pH. Pada media CSA dengan 
penambahan Urea 1 g dan KHPO4 1 g dapat 
menjaga viabilitas Sacharomyces cerreviceae 
sampai minggu ke 4 dengan metode 
penyimpanan subculture.   
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